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Abstract 
 

Brown plant hopper (Nilaparvata lugens Stal) are the most important rice insect 

pest. There have been a large number of reports that the insect causes a big damage of 

rice crop in every Asian country. Brown plant hopper live on sucking rice plant sap and 

they are carrier of ragged stunt virus that can cause a tremendous reduction of rice yield. 

In 1990, about 1.5-1.8 million tons of yield of dry season rice crop were damaged by   

brown plant hopper. Rice variety improvement for the insect resistant by cross breeding 

incorporating with Marker Aided Selection application is one of problem solution; and 

cloning of insect resistant genes in rice to make use in breeding program is another hope. 

In gene cloning, high step of bio-molecular technique namely SAGE (Serial Analysis of 

Gene Expression) were applied to study gene expression of the whole genome to use in 

analysis and search for brown plant hopper resistant genes in rice and eventually genes 

can be cloned. The process began with stimulation of brown plant hopper resistant genes 

in Suphanburi 90 variety seedlings to activate gene expression by feeding the rice 

seedlings to the insect for 0, 1 and 2 days. mRNA of the three treated seedlings was 

extracted. mRNA was changed to cDNA and thereafter cDNA fiber was cut by NlaIII 

enzyme. Samples were divided into 2 plants, each of which was connected by different 

linkers. DNA fiber was cut again by BsmsI enzyme and order of cDNA which was Tag of 

shot genes of 10 - 14 base. Connected to the linker was obtained. Tag were separated 
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and they were connected to the length of 500-800 base and spliced to plasmid to 

increase volume in E. coli and finally genetic order was read by ABI3700 DNA Analyzer. 

SAGE 2000 program was used to identify order and number of Tag.  

It was found that there were expression of 13,624, 16,254 and 10,404 gene 

groups in 1 day, 2 days and control treatments, respectively. In this number of genes, 

there were 4,662 different gene groups. When using Blast program to examine type of 

genes in information base, all of 4,662 genes were found. However, only 2,489 genes 

were known and 2,173 genes were unknown. When the rice plants were stimulated by 

brown plant hopper, there were 40 up regulated genes and 16 down regulated genes, 

and they were mostly involved in stress and some of them were anticipated brown plant 

hopper resistant. Information of these genes were taken for primer design and expression 

confirmation, and information for cloning gene anticipated to be brown plant hopper 

resistant. Gene cassette was prepared for further testing. 

  
บทคัดยอบทคัดยอ  

  
เพลี้ยกระโดดสีน้ําตาล (Nilaparvata lugens Stal) เปนแมลงศัตรูขาวที่สําคัญที่สุด มีรายงาน

วาทําใหเกิดความเสียหายกับขาวปลูกของทุกประเทศในแถบเอเชีย โดยดูดกินน้ําเลี้ยงจากตนขาว และ

เปนพาหะนําเชื้อไวรัสสาเหตุโรคจูที่ทําใหผลผลิตของขาวลดลงอยางมาก ป 2533 ผลผลผลิตขาวนา

ปรังของไทย ไดรับความเสียหายจากการทําลายของเพลี้ยกระโดดสีน้ําตาลถึง 1.5 - 1.8 ลานตัน การ

ปรับปรุงพันธุขาวใหตานทานโดยวิธีการผสมพันธุรวมกับการใช Marker Aided Selection เปนวิธีการ

หนึ่งในการแกปญหา การโคลนยีนตานทานในขาวเพือ่นาํไปใชประโยชนเปนอกีความหวงัหนึง่ งานวจิยั

นี้ใชเทคนิคทางชีวโมเลกุลข้ันสูงที่เรียกวา SAGE (Serial Analysis of Gene Expression) ศึกษา

ปริมาณการแสดงออกของยีนทั้งจีโนมสําหรับใชในการวิเคราะหและคนหายีนตานทานเพลี้ยกระโดด   

สีน้ําตาลในขาว เพื่อนําไปสูการโคลนยีนดังกลาว เร่ิมดวยการนําตนกลาขาวพันธุสุพรรณบุรี 90 ไป

กระตุนยีนตานทานเพลี้ยกระโดดสีน้ําตาลใหมีการแสดงออก โดยนําขาวพันธุนี้ไปใหเพลี้ยกระโดดสี

น้ําตาลดูดกิน 1 และ 2 วัน เปรียบเทียบกับที่ไมไดรับการดูดกิน สกัดแยก mRNA ของขาวทั้ง 3 ชุด 

เปลี่ยน mRNA ใหเปน cDNA แลวตัดสาย cDNA ดวยเอ็นไซม Nla III แบงตัวอยางเปน 2 สวน แตละ

สวนเชื่อมตอดวย Linker ที่ตางกัน ตัดสาย DNA นี้ดวยเอ็นไซม Bsmf I อีกครั้งจะไดลําดับของ cDNA 

สวนที่เปน Taq ที่เปนสวนของยีนสั้นๆขนาด 10-14 เบส  เชื่อมตออยูกับ Linker แยกสวนของ Taq มา



เชื่อมตอกันใหยาว 500 – 800 เบส ตามลําดับ ตัดตอ Taq ที่เชื่อมเปนสายยาวเขากับplasmid เพื่อเพิม่

ปริมาณใน E. coli และนําไปอานลําดับพันธุกรรมทั้งหมดดวยเครื่อง  ABI 3700 DNA Analyser 

จากนั้นวิเคราะหขอมูลโดยใชโปรแกรม SAGE 2000 เพื่อแยกลําดับและจํานวนของ Taq ผลการ

ทดลองตรวจพบการแสดงออกของยีนในตนขาวที่ถูกแมลงดูดกิน 1 วัน และ 2 วัน และที่ไมไดถูกดูดกิน       

รวมทั้งสิ้น 13,624, 16,254 และ 10,404 ชุดของยีน ตามลําดับ ในจํานวนนี้เมื่อวิเคราะหแลวเปนยีนที่

ไมซ้ํากัน (Unigene) หรือยีนตางชนิดกันถึง 4,662 ชนิด เมื่อทําการตรวจหาชนิดของยีนในฐานขอมูล

โดยใชโปรแกรม Blast ปรากฏวาพบทุกยีน แตในจํานวนนี้ทราบชื่อยีนเพียง 2,489 ยีน อีก 2,173 ยีน 

ยังไมทราบชื่อ (unknown) อนึ่ง เมื่อตนขาวไดรับการกระตุนโดยเพลี้ยกระโดดสนี้าํตาลแลวมยีนีทีม่กีาร

แสดงมากขึ้น (up regulation) และแสดงออกลดลง (down regulation) 40 และ 16 ยีน ตามลําดับ ซึ่ง

เปนยีนที่เกี่ยวของกับเร่ือง Stress เปนสวนใหญ และคาดวามียีนที่เกี่ยวของกับความตานทานเพลี้ย

กระโดดสีน้ําตาลรวมอยูดวย จึงนําขอมูลของยีนเหลานี้ไปออกแบบ primer และทดสอบยืนยันการ

แสดงออกอีกครั้ง และใชเปนขอมูลในการโคลนยีนที่คาดวาเกี่ยวของกับความตานทานเพลี้ยกระโดดสี

น้ําตาล สรางเปน cassette ของยีน สําหรับใชในการทดสอบตอไป 

 
คํานําคํานํา  

 

ปจจุบันมีการศึกษาจีโนม project ในสิ่งมีชีวิตหลายชนิด มีขอมูลลําดับเบสของยีนสะสม

เปนจํานวนมาก แตยังขาดความเขาใจในขบวนการทํางานของยีน จึงทําใหไมทราบวายีนนั้นทํา

หนาที่อะไร การวิเคราะหการแสดงออกของยีนเชิงปริมาณและคุณภาพเปนสวนสําคัญของ

การศึกษาหนาที่ของยีน การศึกษาการแสดงออกของยีนในเชิงปริมาณ และชนิดเปนวิธีการที่ทําให

บรรลุเปาหมายได วิธีการดั้งเดิมไดแก Northern blotting, RNA dot blotting และ RT-PCR 

methods สามารถศึกษายีนแตละคร้ังไดจํากัด การจําแนกยีนที่มีการแสดงออกตาง ๆ กันใน

ตัวอยาง 2 ตัวอยาง คัดเลือกตางกัน 

เทคนิค SAGE (Serial Analysis of Gene Expression) พัฒนาขึ้นโดย Velculescu และ

คณะ (1995) สําหรับวิเคราะหปริมาณและชนิดของยีนที่มีการแสดงออกภายในเซลลทั้งหมดที่มี

ความแมนยําสูง เหมาะที่จะใชเปนเครื่องมือในการศึกษาการแสดงออกของยีนในยุค post genomic 

หลักการของเทคนิค SAGE โดยสังเขปคือ เปลี่ยนยีนที่มีการแสดงออกขณะนั้น หรือ mRNA ที่ไม

เสถียรใหเปน cDNA (complementary DNA) ที่มีความคงตัวสูงมาก จากนั้นใชเอนไซม Nla III ตัด

สาย cDNA สวนที่อยูใกลปลาย 3’ ที่มี poly A ติดอยู จากนั้นแบงตัวอยางเปน 2 สวน แตละสวน



เชื่อมตอกับ adaptor ที่มีจุดจดจําเพาะ หรือ restriction digestion site Type IIS จากนั้นตัดดวย

เอนไซม Type II อีกครั้ง เพื่อตัดสวนที่เปน poly A และบริเวณใกลเคียงทิ้งไป นํา cDNA ที่ติดกับ 

linker 2 สวนนี้มาตอกันเปน ditag ขยายยีนสวน ditag แลวตอ ditag ใหเปนสายยาวเรียก 

concatenated tag นําสวนนี้ไปตอกับ plasmid vector แลวอานลําดับพันธุกรรม ใชโปรแกรม

คํานวณแยกแตละ tag ออกมา จํานวนหรือความถี่ของ tag แตละชนิดที่พบแสดงถึงจํานวนยีน 

(mRNA) ที่พบในเนื้อเยื่อที่ศึกษา tag ประกอบดวยลําดับเบส 9-10 bp ซึ่งเปนตัวแทนของแตละยีน

ที่มีการแสดงออก และเปนขอมูลที่เพียงพอ สามารถนําไปแยกสกัด (isolate) ยีนทั้งหมด (whole 

gene) ออกมาได 

การทดลองครั้งนี้มีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาปริมาณและชนิดของยีนที่มีการแสดงออกทั้ง

จีโนมสําหรับใชในการวิเคราะหและคนหายีนตานทานเพลี้ยกระโดดสีน้ําตาลในขาว เพื่อการโคลน

ยีนมาใชประโยชน 

 
อุปกรณและวิธีการอุปกรณและวิธีการ  

  
อุปกรณอุปกรณ  

1. Concert Plant RNA Reagent (Invitrogen life technology)  

2. I-SAGETM Kit (Invitrogen life technology) 

3. SuperScrip III First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen life technology) 

4. ElectroMAXTM DH10BTM Cells (Invitrogen life technology) 

5. ชุดไปเปตขนาด 2 μl, 20 μl, 200 μl และ 1000 μl  

6. BigDye  Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (® Appliedbiosystems) 

7. เครื่อง spectrophotometer (PERKIN ELMER MBA2000)  

8. เครื่องหมุนเหวี่ยงตกตะกอนความเร็วสูงชนิดควบคุมอุณหภูมิ (SORVALL RC28C) 

9. เครื่องแยกสารพันธุกรรมในแนวนอน (GelMate 2000, TOYOBO) 

 10. ชุดถายภาพ และ UV Transilluminators (BIORAD) 

 11. เครื่องเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมในหลอดทดลอง (GeneAmp PCR System 9700) 

 12. เครื่องวิเคราะหลําดับการเรียงตัวของสารพันธุกรรม (ABI PRISM 3700 Genetic Analyzer) ® 

 13. เครื่องตรวจสอบการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในสภาพจริง (LightCycler , Roche) 

 14. พันธุขาวสุพรรณบุรี 90 
 



วิธีการทดลองวิธีการทดลอง  
 

การเตรียมตัวอยางพืชการเตรียมตัวอยางพืช  
-  ปลูกกลาขาว SPR 90 จํานวน 3 กระถาง กระถางละ 6 เมล็ด ใหมีอายุ 22 วัน จากนั้น

นําตนขาวไปใหแมลงดูดกิน เพื่อกระตุนใหยีนตานทานมีการแสดงออกหรือตอบสนองดังนี้ 

 กระถางที่ 1 เปน control (ไมไดใหแมลงดูดกิน) 

 กระถางที่ 2 ใหแมลงดูดกิน 1 วัน 

 กระถางที่ 3  ใหแมลงดูดกิน 2 วัน 

 ทําการตัดใบและตนขาว 100 กรัม ของทั้ง 3 กระถาง แชในไนโตรเจนเหลว แลวเก็บไวในตู 

-80°C จนกวาจะทําการทดลอง 
 

11.  .  การเตรียม การเตรียม SSAAGGEE    LLiibbrraarriieess    มีข้ันตอนใมีข้ันตอนใหญ ๆ หญ ๆ 12 12 ข้ันตอน คือข้ันตอน คือ  

 1.1  การสกัดแยก mRNA และสังเคราะห cDNA  

 -  บดตัวอยางขาวจากตู -80°C ใหละเอียด แยก Total RNA ดวยน้ํายา Trizol 

(Gibco Life Technologies) ตรวจสอบคุณภาพของ RNA ใน 1% agarose  

 1.2  แยก mRNA ออกจาก Total RNA 5 μg โดยใช Oligo (dT) beads (Dynal Oligo 

(dT) Magnetic Beads) จากนั้นเปลี่ยน mRNA ที่ติดอยูกับ magnetic beads ใหเปน first strand 

cDNA และเปน double strand cDNA ตามลําดับ 

 1.3  ใชเอนไซม Nla III (มีจุดจดจําสําหรับตัด CATG) ตัด cDNA ทางปลาย 3’ 

 -  จากนั้นแบง cDNA ออกเปน 2 หลอด นํามาตอกับ Adaptor A และ B ตามลําดับ 

 1.4  ตัด cDNA ดวยเอนไซม BsFI ซึ่งเปนเอนไซม TypeIIS ที่มีจุดตัดหางจาก 

recognition site  (อยูบน adaptor) ไปอีก 13 -14 เบส เพื่อแยก tag (oligonucleotide ขนาด 10 -

14 เบส ที่เปนตัวแทนของแตละยีน) ออกมา 

 1.5  ตอเชื่อม tag ที่ติดกับ adaptor A และ B ใหติดกันเรียก ditag 

 1.6  ขยายยีนบน 100 เบส ดวย PCR ใชเอนไซม Nla III ตัด แลวแยก 26 bp ออกมาโดย

ใช 12% polyacrylamide  

 1.7  ทําการตอ 26 เบส ditag เขาดวยกันเปนสายยาวเรียก concatemers ตรวจสอบ

คุณภาพบน 8% polyacrylamide 

 1.8  สกัดแยก concatemers ออกจาก gel นํามาตอกับ plasmid p2Eror-I (Invitrogen) 

 1.9  transform  p2Eror-I ที่มีชิ้น concatemers เกาะอยูใหเขาไปในแบคทีเรีย E. coli 

สายพันธุ TOP10 electrocomp 



 1.10 คัดเลือก E. coli สายพันธุที่มี concatemers ของ tag insert โดยการ plate ลงใน

อาหาร LB ที่มี 50 μg/ml ของสารปฏิชีวนะ Zeocin นําไปเลี้ยงที่ 37°C ขามคืน 

 1.11 ใชไมจิ้มฟนที่ฆาเชื้อแลวเขี่ย colony สีขาวที่ข้ึนใสใน 384 well-plate ที่มีอาหาร 

LB+Zeocin และ glycerol นําไปเลี้ยง 1 คืน 

 1.12 ใช copier replicate clone ตางๆ ที่อยูใน 384 well-plate เลี้ยงในอาหารแข็ง 

LB+Zeocin เก็บไวที่อุณหภูมิ 37°C ขามคืน clone เหลานี้พรอมที่จะนําไปอานลําดับพันธุกรรม 
 
22..    การอานลําดับพันธุกรรมของโคลนใน การอานลําดับพันธุกรรมของโคลนใน SSAAGGEE  LLiibbrraarriieess  
 2.1  เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียแตละโคลน นําไปแยก plasmid โดยใชเทคนิค minipreb 

 2.2  ใช M13 forward และ reverse primer ในการทํา sequencing ดวยเครื่อง ABI 3700 
 
33..    การวิเคราะหขอมูลการวิเคราะหขอมูล  

การวิเคราะห SAGE tags จากขอมูลลําดับเบสที่อานไดแตละโคลน โดยใชโปรแกรม 

SAGE2000 ซึ่งสามารถ download ไดจาก http://www.invitrogen.com/sage  

3.1  เมื่อเขาสูโปรแกรม SAGE2000 แลวใหตั้งคา Preferences ดังนี้ 

 -  Anchoring Enzyme เปน NlaIII 

 -  Tag Length เปน 10 

 -  Ditag Length เปน 24 

 -  Tag Exclude List เปน Select the tag exclude 

 -  บันทึกคา Preferences ที่ตั้งไว 

3.2  เขาสูเมนู Project แลวเลือก New Project และบันทึกชื่อไฟลในโฟลเดอรที่ตองการ 

หลังจากนั้นคลิกที่ Start โปรแกรมจะเริ่มประมวลผล ซึ่งพรอมสําหรับใชแยก Tags จากไฟลที่ไดจาก

การหาลําดับเบส 

3.3  คัดลอกไฟลลําดับเบส (*.seq) เขาเก็บในโฟลเดอรที่สรางไวในขอ 2 

3.4  ไปที่โปรแกรม SAGE2000 ในเมนู Project เลือก Add Tags จะแสดงไฟลตางๆ ใน

ขอ 3 ใหเห็นทั้งหมด 

3.5  ใหคลิกเลือกไฟลที่ตองการวิเคราะห แลวคลิกที่ Analyze หรือจะเลือกในตําแหนง 

Auto Analyze เพื่อวิเคราะหทุกไฟลที่มีในโฟลเดอร โดยโปรแกรมจะรายงานจํานวนไฟลและจํานวน 

Tags วิเคราะหได 

 

http://www.invitrogen.com/sage


3.6  ในกรณีที่มีหลายไลบรารี่ใหดําเนินการเชนเดียวกับขอ 2-5  

 การเปรียบเทียบลําดับของ Tags ระหวางไลบรารี่ 1, 2 และ 3 

 -  เขาสูโปรแกรม SAGE2000 

 -  ในเมนู Project เลือก Project Manager จะปรากฏ ชื่อ Project ทั้งหมดทีม่อียู ให

คลิกเลือกหนาชื่อ Project ที่ตองการเปรียบเทียบกัน แลวคลิก Open Projects 

 -  ในเมนู Analyze เลือก Compare จะปรากฏชื่อ Project ที่เลือกไว แลวคลิกปุม 

Compareโปรแกรมจะใหบันทึกชื่อไฟล (*.MDB) 

 -  โปรแกรมจะประมวลผล พรอมทั้งสรุปละเอียดจํานวนและลําดับเบสของแตละ 

Tags ที่ไดจากการเปรียบเทียบระหวางไลบรารี่  

 -  จากนั้นนําลําดับเบสที่ไดไปคนหาชนิดของยีนจากฐานขอมูลที่ไดมีรายงาน

มาแลวใน GenBank 
 

44. . การโคลน การโคลน ccaannddiiddaattee  ggeennee  ที่คาดวาเกี่ยวของกับความตานทานเพลี้ยกระโดดสีน้ําตาล ที่คาดวาเกี่ยวของกับความตานทานเพลี้ยกระโดดสีน้ําตาล   
นําลําดับ tag (10-14 base) ที่ไดจากการวิเคราะหเปรียบเทียบไลบราร่ี 1, 2 และ 3 ที่ยีนมี

การแสดงออกเพิ่มเปน primer คูกับ oligo dT ในการขยายเพิ่มยีนในสวนของปลาย 3’ จากนัน้นาํชิน้

ยีนนี้ไปอานลําดับพันธุกรรม แลวออกแบบ specific primer ใหม ใหมีทิศทางกลับไปยังปลาย 5’ 

ของยีน ซึ่งเปนสวนที่ยีนเร่ิมตนทํางาน มี promoter อยู 

 
ผลผลและวิจารณผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง  

 
11. . การเตรียม การเตรียม SSAAGGEE  LLiibbrraarriieess  

 ทําการเตรียมไลบราร่ี ของ SAGE จํานวน 3 ไลบราร่ีเพื่อนําไปหาลําดับพันธุกรรมใช
เปรียบเทียบการแสดงออกของยีนที่ตอบสนองตอการดูดกินหรือเขาทําลายของเพลี้ยกระโดดสี
น้ําตาล โดย SAGE ไลบราร่ีแรกเตรียมจากตนขาวที่ไมไดถูกแมลงดูดกิน (control) สําหรับใช
เปรียบเทียบกับไลบรารี่ 2 และ 3 ที่ไดรับการดูดกินหรือกระตุนจากเพลี้ยกระโดดสีน้ําตาล 1 และ 2 
วัน ตามลําดับ การเตรียมไลบราร่ีนี้ใชวิธีการตาม I-SAGE kit ของ Invitrogen life technologies 
ทุกประการ การแยกสกัด ditag [tag เปนลําดับของยีนสั้น ๆ ขนาด 9 -14 bp ที่มีลําดับ CATG ที่
เปนจุดจดจํา (recognition site) ของเอนไซม Nla III, ditag เปนการเชื่อมตอ 2 tag เขาดวยกันมี
ขนาดประมาณ 26 bp (แสดงในภาพที่ 1) ทําการตัดสวนที่เปน ditag มารวมกันแลวผานขบวนการ
ทําใหบริสุทธิ์ แลวนํา ditag แตละอันมาตอกันใหเปน concatemer ดังแสดงในภาพที่ 2 ไดขนาด
ของ concatenated ditags กอนที่จะตัดตอกับ plasmid ที่มีคุณภาพดี ขนาดเฉลี่ย 400-800 bp] 



 

 

 

 

 

 

 

            

 

        
               
  

ภาพที่ ภาพที่ 11   แสดงการแยก Ditag ออกจาก adaptor โดยใช 12% polyacrylamide gel  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

ภาพที่ ภาพที่ 22   แสดงขนาดของ Ditag ที่เชื่อมตอกันหลาย ๆ ชุด เปน concatamer (lane กลาง) โดยใช    

8% polyacrylamide gel 

 

เมื่อตัดตอเขากับ plasmid pZEror-I และ transform เขา E. coli ไดโคลนของไลบรารี่ 1 

(control) 2 และ 3 เก็บไวใน 384 well-plate ประมาณไลบรารี่ละ 1,000 โคลน สําหรับใชอานลําดับ

สารพันธุกรรมและเก็บไวใน -80°C 



22. . การอานลําดับสารพันธุกรรมของโคลนใน การอานลําดับสารพันธุกรรมของโคลนใน SSAAGGEE  LLiibbrraarriieess  
 เมื่ออานลําดับพันธุกรรมของโคลนทั้งหมดใน SAGE Libraries ทั้งหมด แลวนําไปวิเคราะห 

SAGE tag โดยใชโปรแกรม SAGE2000 พบวา ใน SAGE Libraries 1, 2 และ 3 มีการแสดงออก

ของยีนในเชิงปริมาณหรือ tag ทั้งหมด 13,624 ; 16,254 และ 10,404 tags ตามลําดับ ในจํานวน 

tag ที่พบเมื่อนําไปสืบคนขอมูลโดยใชโปรแกรม Blast search พบ tag ที่เปนสวนของยีนที่ไมซ้ํากัน 

4,662 ยีน นอกจากนั้นเปน tag หรือยีนที่ซ้ํา ๆ กัน และเปน tag ที่ทราบชื่อเพียง 2,489 ยีน หรือคิด

เปน 53.39% ที่เหลือ 2,173 ยีน ยังไมทราบชื่อ ดังแสดงในตารางที่ 1 
 

ตารางที่ ตารางที่ 11    สรุปผลการแสดงออกของยีนใน Serial Analysis of Gene Expression (SAGE) 

Libraries 1, 2 และ 3 ที่ไมไดกระตุน (ไลบราร่ี 1 : control) กระตุนดวยการใหเพลี้ย

กระโดดสีน้ําตาลดูดกิน 1 วัน (ไลบราร่ี 2) และ 2 วัน (ไลบราร่ี 2) ตามลําดับ 
 

ไลบรารี ่
จํานวน tag ที่พบ

ทั้งหมด 

จํานวน tag ที่
ตางกันหรือ 

unigene 

จํานวน tag ที่พบ
มากกวา 1 copy 

จํานวนยีนที่ตรวจ
พบ (matched) ใน

ฐานขอมูล 

  1 (control) 

2 ( 1 วัน) 

3 ( 2 วัน) 

13,624 

16,254 

10,404 

4,662 

4,662 

4,662 

8,962 

11,592 

5,742 

2,489 (53.39%) 

known gene 

2,173 (46.61%) 

unknown gene 
 

 ผลการอานลําดับเบสและวิเคราะหยีนนี้สอดคลองกับการทดลองของ Matsumura และ
คณะ (1999) ซึ่งศึกษาการแสดงออกของยีนจากใบขาว Japonica ที่มีอายุ 5 วัน พบ unigene ที่
แตกตางกันถึง 5,921 ยีน ในจํานวนนี้มีเพียง 1,367 ยีน หรือ 23.10% ที่ตรงกัน (matched) กับ 
cDNA ในฐานขอมูล ที่เหลือไมพบในฐานขอมูล ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากเปนยีนใหมที่ยังไมทราบชื่อ
และหนาที่ ถึงแมวาจะมีโครงการถอดรหัสพันธุกรรมขาวสําเร็จแลวก็ตาม ซึ่งเปนการถอดรหัส         
ดีเอ็นเอทั้งจีโนม ที่เปนเสมือนพิมพเขียวของชีวิต แตยีนที่ศึกษาครั้งนี้เปน cDNA หรือเปนยีนที่มีการ
แสดงออกที่จะมีความแตกตางกันในแตละเนื้อเยื่อ ระยะเวลาที่เจริญเติบโต หรือในส่ิงแวดลอมตาง
ไป ซึ่งทั้งหมดเกิดจากการถอดรหัส (transcription) มาจาก DNA แมแบบไปเปน mRNA นั่นเอง 
จาก mRNA จะเปนแมแบบในการสรางโปรตีน (translation) ที่เปนผลิตผลจากยีน 

จากการทดลองนี้ยังสามารถตรวจพบยีนที่มีการแสดงออกมากในขาว ซึ่ง ตารางที่ 2 เปน
การสรุปยีน 47 ยีน ที่ตรวจพบการแสดงออกมากกวา 100 copy โดยทั้งหมดนี้เมื่อคนหาโดย
โปรแกรม Blast พบเปน mRNA sequence ทั้งหมด แตทราบชื่อเพียง 25 tag (53%) ที่เหลอื 22 tag 
พบตรงกัน (match)กับลําดับของ mRNA ในฐานขอมูลแตไมทราบชื่อยีน 



ตารางที่ ตารางที่ 22   สรุป Tag หรือยีนที่มีการแสดงออกมากกวา 100 copy ในกลาขาวที่มีอายุ 22 วัน 
 

No. 
Tag 
No. 

Tag sequence 
Number 
of tag 

Percentage Blast Corresponding  gene 

1 1 ACAAGTTTTT 1100.00 2.92 mRNA sequence transcribed sequence 

2 2 GATCGATTTG 601.00 1.59 mRNA sequence - 

3 7 GACCGTCTAC 499.00 1.32 Leaf was dried for 

2hr 

- 

4 9 TAATATGATG 499.00 1.32 reverse transcribed putative glucosyl 

transferase 

5 5 ATGATGATAT 381.00 1.01 mRNA sequence ไมมีชื่อ gene 

6 4 GTAGCAGCAG 333.00 0.88 mRNA sequence ไมมีชื่อ gene 

7 6 GGGGATTGTG 326.00 0.86 mRNA sequence - 

8 10 TAAATTGTGC 300.00 0.80 mRNA sequence RNA recognition motif 

9 12 CCCAGCTATG 300.00 0.80 mRNA sequence - 

10 15 GAAGAACTAT 256.00 0.68 mRNA sequence - 

11 13 TATGTATGTA 231.00 0.61 mRNA sequence expressed protein 

12 16 TTCGGATGCA 216.00 0.57 mRNA sequence - 

13 14 TGGAGTTGTG 212.00 0.56 inoculated leaves ไมมีชื่อ gene 

14 24 TTCGGCTGCA 205.00 0.54 mRNA sequence ribulosebisphosphate 

15 8 GAGAGAGGGA 201.00 0.53 mRNA sequence A.thaliana_ expressed 

protein 

16 11 GTGGTGATTT 198.00 0.52 mRNA sequence - 

17 19 GAGGAATGGA 190.00 0.50 mRNA sequence photosystem I,putative 

18 22 CTTGTGATTC 190.00 0.50 mRNA sequence - 

19 20 AATCTTTTCT 187.00 0.50 mRNA sequence - 

20 47 GTAGATTGAT 179.00 0.47 Uninfected Control - 

21 17 GATGGCATCG 168.00 0.45 mRNA sequence ไมมีชื่อ gene 

22 23 ACGAAAGTTT 168.00 0.45 mRNA sequence - 

23 

39 TTGCTTGGGA 168.00 0.45 

14 d after 

germination ไมมีชื่อยีน 

24 28 TTGATATTGT 165.00 0.44 mRNA sequence - 

25 37 GCGGAATAAC 161.00 0.43 mRNA sequence - 

26 25 ATGCGTATGT 157.00 0.42 overexpressing 

transgenic 

- 

  



ตารางที่ ตารางที่ 22   สรุป Tag หรือยีนที่มีการแสดงออกมากกวา 100 copy ในกลาขาวที่มีอายุ 22 วัน (ตอ) 
 

No. 
Tag 
No. 

Tag sequence 
Number 
of tag 

Percentage Blast Corresponding  gene 

27 45 AGTATATTTC 157.00 0.42 14 days after 

germination 

shepherd protein,putative 

28 44 CATAATTGAA 154.00 0.41 14 days after 

germination 

- 

29 21 TTCGGCTTCT 146.00 0.39 mRNA sequence mRNA, 3' untranslated 

region 

30 34 TGCAGTAACA 146.00 0.39 mRNA sequence ไมมีชื่อ gene 

31 29 CAAGGATTGA 139.00 0.37 mRNA sequence - 

32 30 GAAAGAAAAA 139.00 0.37 24 hrs after 

innoculation 

Transcribed sequence ; 

zeaxanthin epoxidase 

33 33 CATATGTGAA 135.00 0.36 mRNA sequence - 

34 55 CGTTCTTGAG 128.00 0.34 mRNA sequence F-box protein family 

35 27 TCGGACAAGT 124.00 0.33 mRNA sequence Expressed protein 

36 48 AGGATGCTCC 124.00 0.33 mRNA sequence ไมมีชื่อ gene 

37 31 GCGACGCATC 117.00 0.31 mRNA sequence - 

38 52 TATCAATGTA 117.00 0.31 Drought Stress 

Panicle 

- 

39 32 GTCTCGATCT 113.00 0.30 mRNA sequence ไมมีชื่อ gene 

40 63 AGCTCCTTAA 110.00 0.29 mRNA sequence cerebellin precursor-like 

1;translationally controlled 

41 86 TATTTGAAAG 110.00 0.29 14 days after 

germination 

ETAA16 ETAA16 protein 

42 107 GAGAAAATTA 110.00 0.29 mRNA sequence FZD 8 frizzled homolg 8 

43 18 TAACAGCGAG 102.00 0.27 Uninfected Control - 

44 26 GTTGATCGGC 102.00 0.27 mRNA sequence putative nonspecific 

45 36 CCTTGTTGAT 102.00 0.27 mRNA sequence - 

46 49 AATTGAGTTC 102.00 0.27 mRNA sequence - 

47 56 TAAGTGGCAG 102.00 0.27 mRNA sequence leucine zipper-containing 

 
 



33.  .  ผลการแสดงออกของยีนเนื่องจากถูกกระตุนดวยเพลี้ยกระโดดสีน้ําตาลผลการแสดงออกของยีนเนื่องจากถูกกระตุนดวยเพลี้ยกระโดดสีน้ําตาล  
 เมื่อทําการเปรียบเทียบชนิดและปริมาณของ tag ทั้ง 3 ไลบราร่ี พบวา ในไลบราร่ี 2 และ 3 

ที่ถูกกระตุนโดยการใหแมลงดูดกิน 1 และ 2 วัน มี Tag จํานวนหนึ่งที่มีการแสดงออกเพิ่มข้ึนและ

ลดลง (up and down regulated transcription) จํานวน 40 และ 16 ยีน ตามลําดับ ดังแสดงใน

ตารางที่ 3 และ 4 ยีนเหลานี้คาดวานาจะเกี่ยวของกับความตานทานเพลี้ยกระโดดสนี้าํตาล หรอือาจ

เรียกวาเปน candidate gene ที่จะนํามาโคลนและทดสอบตอ ตัวอยางเชน Tag 3 ในไลบราร่ี 2 

และ 3 เมื่อถูกกระตุนโดยเพลี้ยกระโดดสีน้ําตาล ยีนมีการแสดงออกเพิ่มข้ึน เปน 729 และ 985 จาก

เดิมในไลบรารี่ 1 มีเพียงที่มีเพียง 47 copy เมื่อสืบคน (Blast search) ในฐานขอมูลของยีนพบวา 

Taq 3 เปนยีน Mitogen-activated protein kinase และ Tag 61 มีการแสดงออกของยีนในสภาพ

ปกติ 22 copy เมื่อถูกกระตุนโดยเพลี้ยกระโดดสีน้ําตาล 1 และ 2 วัน จํานวนยีนเพิ่มข้ึนเปน 89 และ 

120 copy ตามลําดับ เมื่อสืบคนในฐานขอมูลพบวาเปน Hypothecal protein หรือยีนที่เกีย่วของกบั

สภาพขาดน้ํา 
 
44..    การโคลน การโคลน ccaannddiiddaattee  ggeennee  ที่คาดวาเกี่ยวของกับความตานทานเพลี้ยกระโดดสีน้ําตาลที่คาดวาเกี่ยวของกับความตานทานเพลี้ยกระโดดสีน้ําตาล  
 ไดทําการโคลน Taq 61 (hypothetical protein) ออกมาแลว รอที่จะทําการตัดตอเขากับ

พาหะที่เปน plasmid (plasmid construction) สําหรับใชถายยีนหรือทดสอบการแสดงออกตอไป 

สําหรับการโคลน Taq อ่ืนๆกําลังดําเนินการอยู 

 



ตารางที่ ตารางที่ 33      แสดง Tag หรือยีนที่มีการแสดงออกเพิ่มข้ึนหลังจากถูกกระตุนดวยเพลี้ยกระโดดสีน้ําตาล 
 

Tag No. Seq %c %d1 %d2 Sage/Gene 
Tag3 

Tag61 

Tag74 

 

Tag35 

Tag99 

Tag246 

Tag132 

 

Tag273 

Tag256 

Tag100 

Tag54 

Tag573 

Tag267 

Tag38 

 

Tag167 

 

Tag582 

Tag445 

Tag400 

Tag397 

Tag143 

Tag370 

Tag134 

Tag104 

Tag328 

Tag93 

Tag42 

CCTACTGTCC 

CCTTTGCTGC 

TGTAAATACT 

 

TGTTCGTCCT 

AAGGCTGCGG 

TATGTCCGTC 

CTGGCTTTTG 

 

CATCAACTGT 

GGGAATGAGA 

CTGCTGGATG 

GTTCAGTGCT 

GATGGCAATG 

TTTTCCTTGT 

GCGGCAAAGC 

 

CTGTTGGATT 

 

TTCAATGCCG 

GCTTGAGATT 

GAGGATCAAT 

AGGGGGGATA 

CATCAATAAA 

TACATAGACA 

CAATCCCCCC 

GTACATACTA 

AAGTGCGTAC 

TACGTGCATT 

CATCTTGTCT 

47 

22 

11 

 

80 

33 

7 

18 

 

7 

11 

29 

44 

0 

0 

88 

 

18 

 

3 

3 

0 

3 

7 

3 

18 

33 

3 

18 

51 

729 

89 

76 

 

116 

98 

15 

27 

 

24 

18 

43 

89 

9 

18 

107 

 

24 

 

6 

36 

9 

6 

27 

9 

36 

76 

33 

95 

132 

985 

120 

100 

 

129 

16 

43 

67 

 

28 

33 

46 

120 

24 

43 

124 

 

48 

 

24 

0 

33 

33 

72 

33 

57 

33 

14 

48 

120 

H_Mitogen-activated protein kinase 

H_hypothetical protein, cDNA from drought stress 

Dormancy associated protein, T_putative, 

T_transcribed seq 

H_glutamate receptor 

H_eukaryotic translation 

Na+ phosphate transporter 

Cellular structures gene: nuclear envelop 

 epidermal cell 

H_hypothetical protein, T_pollen 

H_glutathione; peroxidase (H) 

H_chromosome 

H_ubiquinol; cytochrome C (H) 

Hypothetical protein 

H_Cyclophilin A (PPIA peptidylprolyl isomerase A) 

T_nodulin MtN3 family protein, Treat with NaCl, 

drought 

Jusmonate carboxyl methyltransferase 

overexpression 

Transcription up-regulated by salt stress, Anoxia 

H_no name 

H_no name 

H_no name 

H_no name 

No match 

No match 

No match 

No match 

No match 

No match 

 



ตารางที่ ตารางที่ 44      แสดง Tag หรือยีนที่มีการแสดงออกลดลงหลังจากถูกกระตุนดวยเพลี้ยกระโดดสีน้ําตาล 
 

Tag 

No. 

Tag_Sequence Project

_1 

Project

_2 

Project

_3 

Project

_total 

  

37 GCGGAATAAC 161 86.00 72.00 319.00 0.28 No match 

39 TTGCTTGGGA 168 73.00 72.00 313.00 0.28 No match 

44 CATAATTGAA 154 83.00 52.00 289.00 0.25 No match 

45 AGTATATTTC 157 55.00 76.00 288.00 0.25 Ta.28735 Transcribed locus, 

strongly similar to NP_194150.1 

shepherd protein (SHD) / clavata 

formation protein, putative 

[Arabidopsis thaliana] 

48 AGGATGCTCC 124 55.00 96.00 275.00 0.24 At.11015 Dehydration-responsive 

family protein 

49 AATTGAGTTC 102 70.00 100.00 272.00 0.24 At.27314  ADP-glucose 

pyrophosphorylase family protein 

52 TATCAATGTA 117 61.00 81.00 259.00 0.23  

56 TAAGTGGCAG 102 83.00 62.00 247.00 0.22 Ta.1395  Transcribed locus, strongly 

similar to XP_475281.1 unknown 

protein [Oryza sativa (japonica 

cultivar-group)] 

63 AGCTCCTTAA 110 43.00 76.00 229.00 0.20 Ta.15455  Transcribed locus, weakly 

similar to NP_188286.1 

translationally controlled tumor family 

protein [Arabidopsis thaliana] 

64 GCAGTTGGCC 101 36.00 48.00 179.00 0.16  

86 TATTTGAAAG 110 18.00 38.00 166.00 0.15 At.27385  Expressed protein 

118 CAGTATGCTG 51 21.00 48.00 120.00 0.11 Ta.4729  Transcribed locus, strongly 

similar to XP_482574.1 putative 

polypyrimidine tract-binding protein 

homolog [Oryza sativa (japonica 

cultivar-group)] 

160 TAGCATCGTG 40 21.00 33.00 94.00 0.08 No match 

182 GAATAAAAAT 36 21.00 24.00 81.00 0.07 No match 

207 GGGAATTATA 44 21.00 9.00 74.00 0.07 No match 

233 TATGCAGGTG 44 21.00 4.00 69.00 0.06 No match 



สรุปผลการดําเนินงานสรุปผลการดําเนินงาน  
 

 1.  ไดทํา SAGE libraries 3 library เก็บๆไวโคลนในตู -80° C สําหรับใชตอไป 

 2.  จากการอานลําดับเบส และวิเคราะหขอมูลของ SAGE libraries พบยีนที่ไมซ้ํากัน 

4,662 ยีน เปนจํานวนนี้ 53 % ที่ทราบชื่อเทานั้น   

 3.   ไดทําการอานลําดับพันธุกรรมและเปรียบเทียบไลบรารี่ทั้ง 3  พบวาเมื่อตนขาวไดรับ

การกระตุนดวยเพลี้ยกระโดดสีน้ําตาล  มียีนที่แสดงออกเพิ่มข้ึนและลดลง  40 และ 16 ยีน

ตามลําดับ ซึ่งคาดวาเปน candidate gene ที่เกี่ยวของกับความตานทาน 

4.   ไดวิธีการที่ได Tag ขนาดสั้นๆ หาลําดับช้ินของยีนกอนแลวเปลี่ยนเปน specific 

primer ที่มีความยาวมากขึ้นในการโคลนยีนใหเต็มยีนได 

5.  ไดโคลนยีนจาก Tag 61 สําเร็จเพื่อรอทดสอบตอไป 
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